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I 
摘 要 
背景：长链非编码 RNA-ROR 在细胞重编程过程中发挥着重要的调控作用。目前
研究发现 ROR 与肝癌、乳腺癌及胶质瘤的发生发展密切相关，但 ROR 在胃癌中
的作用鲜有报道。本课题组前期实验结果显示： 1. ROR 在 50 例胃癌组织中表
达量明显低于其配对的癌旁正常组织；2. 过表达 ROR 可以促进胃癌细胞的凋
亡，抑制细胞的侵袭及迁移，但对细胞的增殖能力无明显影响；3. ROR 可能通
过影响 EMT 进程来抑制胃癌细胞的转移。为了从反方向验证 ROR 上述功能及
机制，本论文在前期研究基础上，将胃癌组织样本增加到了 65 例并对其进行了
临床病理特征分析，随后通过干扰 ROR 的表达从反方向探讨和验证了 ROR 对
胃癌细胞生物学行为的影响以及可能的调控机制。 
方法：1.采用实时荧光定量 PCR 技术（qRT-PCR）对 65 例胃癌及其配对的癌旁
正常组织中 ROR 的表达水平进行检测，并对其临床病理特征进行统计学分析；
2.构建 ROR 干扰载体，通过慢病毒转染实现对胃癌细胞 ROR 的稳定敲减，qRT-
PCR 检测转染效果，通过进一步筛选使其在胃癌细胞株中呈稳定低表达；3.应用
CCK-8、流式细胞术、Transwell 实验检测 ROR 敲减后对胃癌细胞生物学行为的
影响；4.通过 Western Blotting 实验检测 ROR 敲减后胃癌细胞株中 EMT 相关标
志物的变化，对其相关机制进行初步探讨。 
结果：1.在 65 例胃癌组织中，ROR 的表达量明显低于配对的癌旁正常组织
（P<0.01）；2.通过慢病毒载体转染胃癌细胞株 MGC-803 和 SGC-7901，实现了
ROR 在胃癌细胞株的稳定低表达；3.CCK-8、流式细胞术、Transwell 实验结果
显示：ROR 敲减后促进了胃癌细胞的增殖能力 (P<0.05)，抑制胃癌细胞的凋亡
（P<0.05），增强了胃癌细胞的迁移及侵袭能力（P<0.05）；4.Western Blotting 结
果显示：ROR 敲减后 EMT 上皮性标志物 E-cadherin 表达降低，间质性标志物
Vimentin、N-cadherin、a-SMA 表达升高，p-AKT 表达上调。加入信号通路抑制
剂后，相应指标均出现相反趋势。 
结论：ROR 在胃癌组织中表达量明显低于配对的癌旁正常组织； ROR 可以抑制
胃癌细胞的迁移及侵袭能力，促进胃癌细胞的凋亡；过表达 ROR 后，其并没有
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II 
影响胃癌细胞的增殖能力，而敲减 ROR 后，细胞实验和体内实验结果都显示胃
癌细胞的增殖能力增强了，具体机制有待进一步探讨；ROR 抑制胃癌细胞迁移
和侵袭的一部分原因可能是其通过 AKT 信号通路影响了 EMT 进程。 
关键词：胃癌；长链非编码 RNA ；ROR 
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Abstract 
Background: Long intergenic non-coding RNA regulator of reprogramming 
(LincRNA-ROR), is a newly identified long non-coding RNA, was initially found to 
regulate the process of reprogramming. Present studies indicated that it played 
important roles in development and progression of hepatocellular carcinoma，breast 
cancer and glioma. However, the role of ROR in gastric cancer is rarely known. The 
conclusion below has been demonstrated by our previous study. 1) The levels of ROR 
was significantly down-regulated in 50 tissues of gastric cancer. 2) Over-expression of 
ROR in gastric cancer cells could significantly induced apoptosis, suppressed invasion 
and migration, while had little effect on cell proliferation. 3) ROR could induce 
epithelial-to-mesenchymal transition to inhibt metastasis of gastric cancer cells. The 
experiments based on previous data are to testify the proposed function and mechanism 
of ROR in the negative. Firstly, the gastric cancer tissues added up to 65 cases are used 
for the subsequent research. Secondly, knockdown experiment was used to study 
biological behaviors and mechanism of ROR . 
Methods: 1.Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to 
detect the expression levels of ROR in 65 gastric cancer tissues and its paired adjacent 
normal tissues, analyzing the relationship between the expression of ROR and its 
Clinicopathological features. 2.knockdown trial was used to lower ROR expression, the 
transfection efficiency was verified by qRT-PCR. 3.The effect on proliferation and 
apoptosis after down-regulating expression of RO7R was evaluated by CCK-8 assay 
and flow cytometry . Transwell assay was performed to detect the ability of migration 
and invasion in gastric cancer cells. 4. Western blotting was used to detect the markers 
of epithelial-to-mesenchymal transition (EMT). 
Results: 1.The levels of ROR were significantly down-regulated in gastric cancer 
compared with paired adjacent normal tissues (P<0.001). 2.The ROR expression was 
down-regulated in MGC-803 and SGC-7901 cells after knockdown experiment 
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(p<0.001). 3.CCK-8 assay, flow cytometry, transwell assay indicated that it could 
promote cell proliferation(P<0.01), significantly inhibited apoptosis(P<0.05), promote 
invasion and migration(P<0.05)after knockdown of ROR. 4.Western blotting has 
discovered the epithelial markers (E-cadherin) were down-regulated after knock-down 
of ROR, whereas the mesenchymal markers (Vimentin、N-cadherin、a-SMA) and p-
AKT were increased when we examined the protein markers. The corresponding 
markers show an opposite trend after pathway inhibitors added. 
Conclusion: The levels of ROR was significantly down-regulated in gastric cancer 
tissues. Moreover, ROR in gastric cancer cells could suppress cell invasion and 
migration , significantly promote cell apoptosis . ROR had little effect on cell 
proliferation by overexpression, however, it could promote cell proliferation by 
knockdown. Additionally, ROR could suppress invasion and migration partly because 
of the influence of AKT signal pathway on EMT in gastric cancer cell lines. 
Keywords: Gastric cancer; Long non-coding RNA; ROR 
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第一章 前言 
1.1 胃癌概述 
胃癌(gastric cancer GC)是危害人类生命健康的消化系统恶性肿瘤，高发于东
亚、西亚及拉丁美洲等地区，仅中国、韩国和日本的胃癌发病数就占全球总数的
一半。在中国胃癌的发病率和死亡率呈持续上升趋势，并且由胃癌导致的死亡已
经成为危害国民健康的主要问题之一[1]。胃癌的发生发展与饮食习惯、亚硝基化
合物的摄入、HP 感染、长期未治愈的慢性胃疾病等因素有关。同时，体内复杂
的调控网络及庞大的分子机制又在不同层面影响着胃癌的进程，从而在多因素、
多步骤共同作用下不断产生恶性后果。根据病理分型，原发性胃癌分为腺癌、腺
鳞癌、神经内分泌癌等，其中腺癌占原发性胃恶性肿瘤的 90%以上。目前，胃癌
的诊断一般在临床症状的基础上，结合体征及内窥镜检查、X 线钡餐检查、B 型
超声检查、CT 检查、磁共振成像以及脱落细胞学检查进行诊断，但这些方法在
早期诊断上都有一定的缺陷。由于缺乏特异、敏感的胃癌早期筛查指标，大部分
患者就诊时已处于中晚期，治疗效果不佳且预后较差，给临床诊疗带来极大的困
难。因此，加强对胃癌病因学及发病机制的研究，对胃癌的预防和早期诊治具有
重要的意义。资料显示，大部分早期胃癌在内镜下可获得根治性治疗，5 年生存
率超过 90%，然而，目前中国早期胃癌的诊治率不足 10%，这对提高患者的生
存率是极为不利的。胃癌以手术治疗为主，虽然近年来随着技术在不断提高，综
合治疗手段越来越丰富 (包括化疗、靶向治疗、免疫治疗等)，但胃癌的生存率仍
然不容乐观[2]。在中国，胃癌患者的 5 年生存率不足 40%[3]。因此，如何实现胃
癌的早期诊断、怎样做到有效治疗一直都是研究人员迫切需要解决的问题。 
随着研究的不断深入及生物技术的不断更新进步，分子生物学和基因工程技
术使我们认识到，肿瘤是正常细胞内基因组多重改变所产生的。从分子遗传学的
角度来看，肿瘤可被看作一类基因疾病，是由某些或某一类基因损伤使体细胞发
生突变的结果，外界的环境等致癌因素只是诱因，基因改变才是根本原因，从癌
变机理中说明胃癌与其他肿瘤一样，它的产生是在原癌基因的激活和抑癌基因的
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前言 
2 
失活、系列基因表达异常及调控机制失控等情况下共同作用的结果。这是一大飞
跃，使得我们对肿瘤的研究从临床现象转移到更加微观、更加精确的研究体系上，
让我们从本质上更加清晰的认识到基因表达及调控所蕴含的巨大能量。这不仅极
大的促进了胃癌的基因诊断及靶向治疗研究的发展，也为胃癌的早期诊断、有效
治疗、提高患者的生存率提供了新的希望。 
1.2 LncRNA 的简介 
人类基因组中存在着大量的蛋白编码基因和非编码基因，这些基因的激活对
人体的各项生理活动的组织和调控发挥着巨大的作用。研究已证实，非编码 RNA
在各个层面上对机体发挥着调控作用，包括：染色质结构、表观遗传学、转录水
平、RNA 剪接、RNA 编辑、翻译和逆转录等[4]。根据其分子量的大小分将这些
非编码 RNA 分为两类：短链非编码 RNA 和长链非编码 RNA。短链非编码 RNA
包括在肿瘤中起重要作用的 microRNAs 等。目前，长链非编码 RNA(long non-
coding RNA, lncRNA)在人体中已经发现的约 15000 种[5]，但其一度被认为无功能
而未受到重视。学者研究指出，这些非编码 RNA 是一类不具有蛋白质编码功能
的长链 RNA 分子，其转录本长度大于 200 核苷酸，具有特定的二级结构、高度
保守的序列元件、亚细胞定位也比较复杂，分布在细胞核内或胞浆中[6]。根据基
因的位置及特点，lncRNA 可分为五类：正义 lncRNA（Sense）即：转录方向与
邻近的 mRNA 转录方向相同、反义 lncRNA（Antisense）即：转录方向与邻近的
mRNA 转录方向相反、双向 lncRNA (Bidirectional)即：可同时向相反的两个方向
转录、内含子 lncRNA (Intronic)即：由某蛋白编码基因的一个内含子转录而来、
基因间 lncRNA(Intergenic)即：位于来年改革蛋白编码基因之间[6]。  
随着研究的不断深入，越来越多的人认识到 lncRNA 并非安静的存在于基因
组中，如编码蛋白的基因一样，它在机体的生物学过程中发挥着重要的作用，能
在多种水平调控基因表达[7; 8]，包括对基因的表观遗传学调控、参与 EMT 过程影
响胃癌的转移以及调控胃癌的信号通路等。lncRNA 表达的异常与多种疾病密切
相关[9]，其已成为近十年来研究的热点。lncRNA 可与 DNA 相互作用，例如：
HOTAIR 以双链 DNA 为靶点，抑制基因转录[10]。lncRNA 也可与 RNA 相互作
用，例如：Staufen1 蛋白识别 dsRNA 结合位点并降解 mRNA[11]。胃癌增殖转录
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本 1 可促进胰岛素样生长因子 mRNA 结合蛋白 1 和 c-Myc mRNA 结合，保持 c-
Myc mRNA 的稳定性[12; 13]。研究发现，某些 lncRNA 可与 miRNA 竞争性结合靶
基因的 mRNA 的 3’-UTR 从而抑制 miRNA 的负性调控机制[14]。有些 RNA 可以
作为竞争性内源 RNA 发挥作用，例如：H19 与 miR-141 形成 ceRNA，调节 miR-
141 靶基因 ZEB1 的表达[15]。研究还发现，lncRNA 可结合组蛋白修饰复合物，
如 FENDRR 可以降低纤维连接蛋白 1、MMP2 和 MMP9 的表达水平进而抑制肿
瘤的转移，同样，H19 也可以相同的方式结合组蛋白复合物从而抑制靶基因的转
录[16]。就肿瘤来说，目前发现了大量的 lncRNA 与肿瘤的发生、发展、侵袭及转
移等生物学行为密切相关。某些 lncRNAs 可参与上皮-间质转化从而影响胃癌的
转移，如 MEG3[17]可抑制转化生长因子-β1（TGF-β1）而影响细胞形态和运动特
性的改变。研究发现 HOTAIR[18]与肝癌、乳腺癌、结直肠癌、胃间质瘤等密切相
关；H19 在食管癌、膀胱癌、结肠癌等存在表达异常。此外，在肝癌中首个发现
的 lncRNA，高表达的 HΜLC[19]通过直接作用靶基因而参与癌变过程；与非小细
胞肺癌明显相关的 MALAT-1[20]能显著促进肿瘤的转移；具有组织特异表达的
PCA3 可作为诊断前列腺癌敏感的肿瘤标志物；在甲状腺癌中异常表达的
PTCSC3，通过与 miR-574-5p 相互作用来调控细胞增长和凋亡[21]。 
现在大量的数据表明：lncRNA 具有丰富的生物学功能，其广泛的调控机制
及在疾病进程中的重要作用受到了广泛的关注，尤其在肿瘤中，lncRNA 可作为
一种新型肿瘤的分子标志物及靶向治疗的靶点，为肿瘤的诊断及治疗开辟了新的
前景。 
1.3 LncRNA-ROR 目前研究进展 
1.3.1 ROR 的发现 
胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)，一方面基于其自我更新和多向分化
的潜能对于多种疾病的治疗如帕金森、脊髓损伤、糖尿病等具有非常重要的意义，
一直以来都备受人们的关注，但另一方面，对于人类胚胎干细胞使用所面临的道
德伦理问题也一直饱受争议。而解决这一问题的方法便是直接从患者体内诱导产
生一种能代替胚胎干细胞的、具有类似干细胞功能的多能性细胞。于是细胞重编
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程应运而生。 
细胞重编程(Reprogramming )是指在一定的条件下向已分化成熟的细胞导入转
录因子(transcription factors, TFs)后将其逆转成具有类似干细胞特性的细胞的过程 
[22; 23]。LncRNA-ROR（Regulator of reprogramming)是对重编程过程有重要调控作
用的长链非编码 RNA。2010 年 Sabine Loewer 等[24]将成纤维细胞诱导成具有干
细胞特性的诱导多能性干细胞（Induced Pluripotent Stem Cells, iPSCs），实验中
发现了对重编程过程具有重要调控作用的 RNA，并将其命名为“Regulator of 
reprogramming”即“ROR”。ROR 全长 2.63kb，亚细胞定位发现其在胞浆及胞核中
都有表达。相关研究人员通过基因筛选，并以胚胎干细胞(Embryonic stem cells, 
ESCs)为参照，发现与原始的母细胞相比，重编程形成的 iPSC 中有 237 种 lncRNA
的表达存在不同程度的改变，由此说明重编程过程中伴随着大量 lncRNA 的活化
或抑制。为充分研究 lncRNA 在重编程过程中的作用，研究人员利用染色质免疫
共沉淀（ChIP）等技术手段，最终从活化的 lncRNA 中筛选出对转录因子具有调
控作用的 lincRNA-ST8SIA3，因其通过介导转录因子的表达而调控细胞重编程过
程，因此将 lincRNA-ST8SIA3 命名为 Regulator of reprogramming [24]。ROR 定位
于 18 号染色体长臂上，ROR 所在的染色体位置具有同多能性转录因子 Oct4、
Sox2 和 Nanog 等的结合位点，因此，认为 ROR 作为一种竞争性内源性 RNA 调
控这些重要转录因子的表达以维持 iPSCs 的自我更新及多向分化的潜能[25]。 
1.3.2 ROR 的功能及其机制 
1.3.2.1 ROR 通过与 miR-145 的相互作用而调控转录因子的表达 
虽然 Sabine Loewer 等[24]发现通过调控 ROR 的表达能引起录因子 Oct4、Sox2
和 Nanog 出现差异性的改变，但具体的机制尚不清楚。在对 microRNA 的研究
中，Xu 等[26]发现 miR-145 能抑制 OCt4、Sox2 和 KIF4 的表达。此外，大量的数
据表明，在机体内 lncRNA 可通过与 miRNA 的竞争性作用，进而参与到 miRNA
的调控机制中[27; 28]。因此，为深入发掘 lncRNA 的功能，研究人员以 miRNA 为
桥梁，通过研究其与 miRNA 的相互作用而充分认识 lncRNA。Wang 等[29]通过研
究 ROR 与 miR-145 的相互作用中发现，在 ROR 和多能性因子（TFs）的基因序
列上均含有 miR-145 的作用位点，ROR 通过与 miR-145 的竞争性相结合，阻止
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其结合到 TFs 上，从而阻断 miR-145 对 TFs 的抑制作用，间接的提高了 TFs 在
胚胎干细胞中的表达水平，维持 hESC 的自我更新和多能性。 
1.3.2.2 ROR 参与 Nrf2 的调控 
转录因子 NF-E2 相关因子 2(nuclear factor erythroid-2 related factor2, Nrf2)是
使体内氧化还原反应维持在平衡状态的重要因子，在氧化应激等压力下，胞核内
积聚的 Nrf2 与抗氧化元件(antioxidant response element, ARE)反应元件结合，组
成了 Nrt2/ARE 信号通路，启动 ARE 下游的 II 相解毒酶、抗氧化蛋白等基因转
录和表达以使 DNA 免受损伤，对细胞起到保护作用[30; 31]。此外，Nrf2 还能调节
造血干细胞的功能[32]、抑制相关基因的转录[33]与多种肿瘤的发生密切相关。
Zhang 等[34]研究发现，在乳腺干细胞中干扰 Nrf2 后，ROR 的表达明显增高；利
用荧光素酶实验对 ROR 的启动子进行分析表明：ROR 侧翼的两个启动子上均存
在 Nrf2 反应元件，Nrf2 抑制 ROR 的表达正是通过与反应元件结合而实现的。 
1.3.2.3 ROR 在肿瘤中的作用 
关于 ROR 在肿瘤中的作用，目前研究相对较少，现有报道 ROR 与胶质瘤、
乳腺癌、肝癌密切相关。在胶质瘤中，ROR 和干细胞相关因子 KLF4 的表达呈负
相关，上调和下调 ROR 的表达后可引起 KLF4 mRNA 的下调和上调，可能通过
抑制 KLF4 的表达来调控肿瘤细胞的增值和干细胞的自我更新能力，据此推测，
ROR 可能成为神经胶质瘤新的肿瘤标志物[35]。Hou P 等[36]研究发现：在乳腺癌
中高表达的 ROR 能通过调控上皮-间充质转化(Epithelial to mesenchymal transition, 
EMT)来影响乳腺癌的发生发展，有学者研究发现， ROR 为 miR-205 的竞争内
源性 RNA， 其对靶基因 ZEB1 和 ZEB2 的抑制作用是通过抑制 miR-205 的表达
而实现的，通过此调控机制促进 EMT 过程；Gabriel Eades 等[37]发现在三阴乳腺
癌中，ROR 通过与 miR-145、ARF6 的相互作用来调控肿瘤的侵袭能力。在肝癌
及耐药性方面，通过胞外囊泡转移的 ROR 可作为一种细胞间的信号介质，能减
弱化疗药物对细胞的损伤 [38; 39]。 
 1.4 实验设计 
ROR 具有丰富的生物学功能，自发现以来迅速成为了研究热点，其广泛的
调控机制及在疾病进程中作用越来越受到人们的重视。据报导，ROR 与多种肿
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